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РЕФЕРАТ 
 
Магистерская диссертация на тему: «Микрофлора почвы при 
использовании систем контролируемой доставки удобрений» содержит 57 
страниц текстового документа, 22 иллюстрации, 2 таблицы, 3 приложения, 67 
использованных источников. 
Ключевые слова: поли-3-гидроксибутират (П3ГБ), депонированные 
формы, азотные удобрения, карбамид, аммиачная селитра, микрофлора почвы. 
Целью работы было изучение микрофлоры почвы при внесении азотного 
удобрения (аммиачной селитры и карбамида), депонированного в полимерную 
основу, содержащую поли-3-гидроксибутират (П3ГБ). В задачи исследования 
входило: 1). Сравнительный анализ общей численности и таксономического 
разнообразия бактерий в контрольных образцах почвы и при внесении 
депонированных форм карбамида. 2). Определение численности эколого-
трофических групп микроорганизмов в контрольных образцах почвы и при 
внесении аммиачной селитры депонированной в основу П3ГБ и П3ГБ с 
наполнителем (опилки). 3). Оценка влияния различных форм депонированной 
аммиачной селитры на ризосферную микрофлору пшеницы. 
Тема исследования связана с актуальным направлением – 
использованием биоразрушаемых полимеров в качестве основы для 
депонирования и адресной доставки препаратов сельскохозяйственного 
назначения и ориентирована на снижение риска их неконтролируемого 
распространения в окружающей среде. Исследования показали, что внесение 
азотных удобрений в почву в виде депонированных в полимерную основу из 
П3ГБ форм разной геометрии усиливало процессы минерализации и 
стимулировало развитие почвенной микрофлоры, в том числе 
грамотрицательных палочек и актинобактерий. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 
Переход сельского хозяйства на интенсивные технологии ведет к 
применению разнообразных химических веществ, в том числе препараты для 
борьбы с вредителями, сорняками, возбудителями болезней культурных 
растений, а также органические и минеральные удобрения. Эти вещества, 
попадая в окружающую среду, вызывают гибель полезных организмов, 
аккумулируются в биологических объектах и нарушают равновесие в 
природных экосистемах [21]. Биологическую опасность могут представлять 
также минеральные удобрения, без применения которых невозможно 
современное интенсивное землепользование. Однако не все количество 
удобрений, вносимых на поля для повышения урожайности, поглощается 
растениями; значительная его часть (до 30 % и более) накапливается в почве и 
вместе с талыми и дождевыми водами выносится в водоемы. Возрастающие 
объемы применения минеральных удобрений могут нарушать природные 
циклы элементов, вызывать эвтрофикацию водоемов, обострять проблему 
повышенных концентраций нитратов в сельскохозяйственной продукции. 
Новое направление исследований, ориентированное на снижение риска 
неконтролируемого распространения химических препаратов в биосфере, 
заключается в использовании биоразрушаемых полимеров в качестве 
платформы (основы) для депонирования и адресной доставки препаратов 
сельскохозяйственного назначения [29, 63]. Такие формы позволяют сократить 
объемы вносимых в почву препаратов и обеспечить их длительную и 
контролируемую доставку в течение вегетационного сезона. Ключевым 
моментом для разработки долговременных форм препаратов такого типа 
является наличие полимерного материала в качестве основы для депонирования 
действующего вещества. Известны немногочисленные примеры депонирования 
удобрений в полимерную основу из биоразрушаемых полиэфиров – 
полисульфона, поливинилхлорида, полистирола, этилцеллюлозы или 
полиакрилонитрила [28, 34, 59].  
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Полигидроксиалканоаты (ПГА) – разрушаемые полимеры 
микробиологического происхождения, активно изучаемые в настоящее время, 
перспективны для различных сфер, включая конструирование долговременных 
и адресных препаратов [5]. Изученные закономерности биоразрушения ПГА в 
почвах и доказанное медленное течение процесса [9] позволяют приступить к 
использованию полимеров этого класса для конструирования долговременных 
форм сельскохозяйственных препаратов нового поколения. 
Целью данной работы являлось изучение микрофлоры почвы при 
внесении азотного удобрения (аммиачной селитры и карбамида), 
депонированного в полимерную основу, содержащую поли-3-гидроксибутират 
(П3ГБ). В задачи исследования входило:  
1. Сравнительный анализ общей численности и таксономического 
разнообразия бактерий в контрольных образцах почвы и при внесении 
депонированных форм карбамида. 
2. Определение численности эколого-трофических групп 
микроорганизмов в контрольных образцах почвы и при внесении аммиачной 
селитры депонированной в основу П3ГБ и П3ГБ с наполнителем (опилки). 
3. Оценка влияния различных форм депонированной аммиачной 
селитры на ризосферную микрофлору пшеницы. 
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Глава 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
 
1.1 Характеристика полигидроксиалканоатов 
 
Полигидроксиалканоаты (ПГА, англоязычная аббревиатура - PHA) – это 
линейные полиэфиры, синтезируемые прокариотическими микроорганизмами в 
специфических условиях несбалансированного роста [13, 30, 49, 62]. Эти 
соединения обладают ценными свойствами: по ряду физико-химических 
свойств они близки к синтетическим полимерам, но в то же время способны 
быстро разлагаться, не выделяя токсических веществ в окружающую среду. 
ПГА ассоциируется в клеточной цитоплазме в виде сферических 
включений (гранул), количество которых в клетке и их размеры могут 
существенно варьировать в зависимости от условий роста микроорганизма и 
его систематической принадлежности, и находятся в гранулах в подвижном 
аморфном состоянии. Количество гранул в клетке может составлять от 2-4 до 
12 и более. Гранулы заключены в мембрану толщиной 2-4 мкм и на 98 % 
состоят из полимера. Они образованы фибриллярными структурами, которые 
представляют собой двойные нити в виде закрученных вправо лент. Последние 
образуют мицеллообразные кристаллы полимера [12]. Плотность и высокая 
гидрофобность полимерных цепей в гранулах связана с наличием 
ограничивающих фосфолипидных оболочек, которые расположены 
монолинейно и укреплены белковыми структурами. 
Мономерное строение полигидроксиалканоатов зависит от видовой 
специфики, условий роста и, особенно источника углерода в среде. 
Классифицируют ПГА по числу атомов углерода в мономере. Они могут быть 
короткоцепочечными (ПГАсцл, содержат 3-5 атомов углерода), 
среднецепочечными (ПГАмцл, 6-15 углеродных атомов) и длинноцепочечными 
(ПГАлцл, содержат более 15 атомов углерода). Многие бактерии могут 
одновременно синтезировать ПГАсцл и ПГАмцл, то есть являются 
гетерогенными [18]. 
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Механические свойства ПГА в значительной степени зависят от 
химической структуры и молекулярной массы. 
 
 
 
Рисунок 1 – Общая структура ПГА 
 
Свойства ПГА определяются их строением, прежде всего они зависят от 
строения боковых групп в полимерной цепи, а также от расстояния между 
эфирными связями в молекуле. 
На примере только нескольких типов ПГА показано, что свойства ПГА 
меняются очень значительно в зависимости от типа и соотношения мономеров 
в полимерной цепи. В результате этого на базе ПГА можно иметь спектр 
материалов с различными физико-механическими свойствами, пригодными для 
различных применений. 
Первым выделенным и хорошо изученным полигидроксиалканоатом 
является полигидроксибутират (ПГБ) его сополимеры с оксивалериановой 
кислотой [4, 6]. Полигидроксибутират (C4H6O2) является гомополимером D(-)-
3-β-оксимасляной кислоты и представляет собой изотактический полиэфир с 
регулярными, повторяющими единицами (C4H6O2). В отличие от сложных 
синтетических полиэфиров, полигидроксибутират – это стереорегулярный 
оптически активный полимер, который образует спирали в растворе и 
кристаллизуется в сферолиты [6]. 
ПГБ синтезируются через ацетил-СоА с помощью трех ферментов: 
кетотиолазы, ацето-ацетил-СоА редуктазы и РНА синтетазы. Первый этап 
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состоит из трех этапов и включает конденсацию ацетил-КоА с образованием 
ацетоацетил-КоА, восстановление последнего субстрата до Д(-)-Р 
гидроксибутират-КоА с участием НАД(Ф)Н-зависимой ацетоацетил-КоА-
редуктазы и полимеризацию -гидроксибутирата [4, 35]. Синтез ПГБ 
происходит, как показано на рисунке 2: 
 
 
Рисунок 2 - Синтез полиоксибутирата 
1-кетотиолаза 
2 - НАД(Ф)Н-зависимая ацетоацетил-КоА-редуктаза 
3- Д(-) в-гидроксибутирил-СоА-полимераза 
 
Производство других полигидроксиалканоатов зависит от субстрата, на 
котором выращивали микроорганизм и от специфичности синтетаз. 
Биосинтез полимеров определяется тремя ключевыми ферментами, 
кодируемые 25 генами, которые можно клонировать и, благодаря чему 
создавать новые виды или увеличивать количество необходимых. 
Поли-3-гидроксибутират (П(3ГБ)), обладает высокой хрупкостью и 
недостаточной эластичностью, что ограничивает его применение. Получение 
же других типов ПГА требует достаточно сложных решений, включая поиск 
новых продуцентов, подбор питательных сред и условий культивирования либо 
конструирование генетически модифицированных штаммов [62]. 
Одним из подходов к улучшению механических свойств поли-3-
гидроксибутирата, увеличению его эластичности и механической прочности 
является получение композитов П(3ГБ) с другими материалами как 
синтетического, так и природного происхождения. Общим требованием ко 
второму компоненту при этом выступает его биосовместимость, сопоставимая с 
биосовместимостью ПГА. К таким компонентам относится, в частности, ряд 
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известных сложных полиэфиров, хорошо зарекомендовавших себя в качестве 
биосовместимых биоразрушаемых материалов (полилактид, полигликолид, 
поли-ε-капролактон), некоторые простые полиэфиры (полиэтиленгликоль), 
полисахариды (крахмал). 
Возможны три варианта формирования смешанной системы. В первом 
варианте формируется гомогенная смесь, которая представляет собой 
однородную структуру, как правило, с усредненными характеристиками по 
отношению к исходным чистым компонентам. При невозможности смешения 
компонентов по термодинамическим причинам может формироваться 
двухфазная смесь, отличающаяся качественным изменением структуры 
материала при изменении концентрации компонентов. В случае эффективной 
адгезии компонентов такая смесь может обладать хорошими механическими 
свойствами. Наконец, композитная система может состоять из матрицы, 
включающей в себя армирующие элементы. Эффективность армирования в 
таких системах также контролируется степенью адгезии между компонентами 
[1]. 
В качестве основных методов получения полимерных смесей и 
композитов можно выделить: 1) экструдирование механической смеси 
полимеров; 2) получение смешанного раствора компонентов в общем для них 
растворителе и формирование пленочных изделий методом испарения из 
раствора; 3) приготовление суспензии нерастворимого компонента (который в 
дальнейшем становится армирующим элементом) в растворе полимера 
(будущей матрицы) и приготовление готовой формы также методом испарения 
из раствора. Несмотря на техническую простоту экструзионных методов, 
существенной проблемой в случае ПГА является их термическая деградация 
вблизи температуры плавления, что ограничивает их переработку методом 
экструзии [27] и сохраняет актуальность использования растворных 
технологий. 
Для получения полимерных смесей применяются различные материалы. 
Одним из наиболее изученных полиэфиров считается полимер молочной 
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кислоты – полилактид. В зависимости от стереоконфигурации входящих в его 
состав мономеров существуют три формы данного полимера – 
высококристаллические поли-L-лактид (L-ПЛ) и поли-D-лактид (D-ПЛ), а 
также аморфный поли-DL-лактид (DL-ПЛ) [44]. Большинство работ, 
посвященных смесям П(3ГБ) и полилактида, рассматривает полимер L-
молочной кислоты [24, 65], обычный продукт молочнокислого брожения. 
Работы, рассматривающие в качестве компонента смеси DL- ПЛ, значительно 
более малочисленны. В общем случае оба исследуемых вида полилактида не 
образуют гомогенные смеси с природным П(3ГБ). Смешение отмечалось 
только с синтетическим атактическим П(3ГБ), а также при низкой 
молекулярной массе ПЛ [66]. Отмечалась и несмешиваемость L-ПЛ с 
сополимером П(3ГБ/3ГВ) (20 % 3-гидроксивалерата) для образцов, полученных 
как испарением из раствора, так и методом экструзии [65]. 
Другим важным биосовместимым полиэфиром является поли-ε-
капролактон (ПКЛ). Исследование закономерностей смешения ПКЛ и П(3ГБ) 
методом испарения из хлороформного раствора при разном соотношении 
компонентов показало, что смеси с высокомолекулярным ПКЛ (Мв 120 кДа) 
оставались гетерогенными во всем исследуемом диапазоне. Несмешиваемость 
П(3ГБ) (Мв 349 кДа) и ПКЛ (120 кДа) была продемонстрирована и при 
переработке смеси данных полимеров методом экструзии. Было отмечено 
снижение температуры кристаллизации в смесях как для П(3ГБ), так и для 
ПКЛ. При этом при соотношении П(3ГБ)/ПКЛ 70/30 и 30/70 отмечалась 
дробная кристаллизация ПКЛ, в то время как при промежуточных 
соотношениях 60/40 и 50/50 такой эффект исчезал, что, предположительно 
объясняется взаимно-непрерывной структурой обоих полимеров. Важно, что 
Гасснер и Овен [25], несмотря на аналогичное утверждение о несмешиваемости 
П(3ГБ) и ПКЛ, отмечали падение температуры плавления П(3ГБ), что 
свидетельствовало о некоторой взаимной растворимости компонентов. 
Отсутствие смешиваемости было установлено и при использовании вместо 
П(3ГБ) его сополимера П(3ГБ/3ГВ), содержащего 7 % 3-гидроксивалерата, на 
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примере пленок, полученных методом испарения из хлороформного раствора. 
При этом степень кристалличности П(3ГБ/3ГВ) почти не изменялась 
(уменьшилась с 51 до 46 %) при увеличении концентрации ПКЛ с 0 до 50 %. 
В отличие от ПЛ и ПКЛ полиэтиленгликоль (ПЭГ), по крайней мере с 
низкой молекулярной массой, в смесях с П(3ГБ) показывает одну температуру 
стеклования во всем диапазоне концентраций, что демонстрирует полную 
смешиваемость двух компонентов в аморфной фазе [14]. В присутствии ПЭГ 
температура плавления П(3ГБ) значительно снижается – например, при 20%-
ном содержании ПЭГ она составляет около 163°C. Это дает возможность 
обрабатывать смеси при пониженной температуре по сравнению с исходным 
П(3ГБ), избегая деградации П(3ГБ). 
Помимо природных и синтетических полиэфиров к биосовместимым 
полимерам относится и ряд природных материалов, прежде всего 
полисахариды. Одним из важных представителей этой группы является 
крахмал. Введение крахмала в матрицу П(3ГБ) может стать одним из способов 
преодоления термической нестабильности и жесткости последнего. В составе 
композитов полиэфиров с крахмалом частицы последнего играют роль 
армирующих элементов. В случае полученных горячим формованием смесей 
П(3ГБ)-крахмал [58] было установлено, что слишком высокое содержание 
крахмала приводит к ухудшению механических свойств, что может объясняться 
потерей интерфациальной адгезии между крахмалом и П(3ГБ). Наилучшие 
механические свойства наблюдаются при содержании крахмала до 30 %. Кроме 
того, было обнаружено, что добавление крахмала приводит к уменьшению 
степени кристалличности. При сравнении крахмала с преобладанием 
амилопектина и крахмала, содержащего 70 % амилозы, установлено, что 
последний гораздо лучше стабилизирует П(3ГБ) [67]. Возможно, в силу 
неразветвленности цепей амилоза способна к образованию более прочных 
водородных связей с П(3ГБ), чем амилопектин. Это предположение 
подтверждается данными инфракрасной спектроскопии. 
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Таким образом, к настоящему времени накоплен большой объем данных, 
касающийся закономерностей формирования смесей полимеров и их свойств, 
прежде всего термических. Но информации о биосовместимости смесей ПГА с 
другими полимерами крайне мало. 
 
1.2 Биодеградация ПГА 
 
Одним из важнейших свойств полигидроксиалканоатов является их 
способность к разложению в естественных условиях окружающей среды. 
Биодеградация зависит, главным образом, от микроорганизмов – деструкторов, 
присутствующих в данной окружающей среде. 
Полимеры разлагаются в почве при участии множества микроорганизмов, 
основные представители которых относятся к классам Firmicutes и 
Proteobacteria и широко распространены среди таких семейств, как 
Pseudonocardiaceae, Micromonosporaceae, Thermonosporaceae, 
Streptosporanginaceae, Streptomycetaceae.  
ПГА могут разрушаться как внутриклеточно внутриклеточными 
деполимеразами в период аккумулятивной фазы при отсутствии стабильного 
источника углерода, так и внеклеточно под влиянием внеклеточных 
деполимераз. Бактерии, секретирующие полимер после его выделения в среду 
гибнут. Внутриклеточные ПГА деполимеразы не гидролизуют внеклеточные 
полигидроксиалканоаты, а внеклеточные деполимеразы не могут разрушать 
внутриклеточные гранулы, что определяется различиями в физической 
структуре внутриклеточных "нативных" и внеклеточных "денатурированных" 
гранул ПГА. Последние являются высоко кристаллизованными полимерами. 
ПГА нативных гранул полностью аморфны и имеют поверхностный слой, 
состоящий из протеинов и фосфолипидов. Поверхностный слой постепенно 
разрушается при выделении гранул или под действием других физических и 
химических факторов. Структуру и состав слоя изучают биохимически, с 
помощью молекулярной биологии и электронной микроскопии. Когда 
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поверхностный слой гранул разрушен в течение процесса выделения, полимер 
агрегируется. Кристаллизованные ПГА не связываются с внутриклеточными 
ПГА-мобилизованными системами [4, 15].  
Деградация может также происходить за счет разрыва полимерной С-
цепи. Процесс начинается в складках С-цепей, а затем продолжается 
перпендикулярно ламеллярному слою до тех пор, пока не достигнет плотного 
ламеллярного центра, после этого процесс останавливается. 
Биодеградация ПГА зависит от микроорганизмов, обитающих в данной 
конкретной природной среде, поэтому необходимо проведение всесторонних 
экологических и таксономических исследований многообразия 
микроорганизмов – деструкторов полимеров в различных биологических 
средах. Впервые микроорганизмы, разрушающие ПЗГБ, были выделены более 
40 лет назад [20]. Среди них было идентифицировано несколько таксонов – 
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces. В 1965 г. Были описаны еще 16 
микроорганизмов, разрушающих полигидроксибутират внеклеточно [22]. Далее 
с расширением круга исследуемых ПГА были выделены и охарактеризованы 
микроорганизмы, разрушающие, помимо гомогенного поли-3-
гидроксибутирата, гетерополимерные коротко- и среднецепочечные полимеры 
[16, 42, 43]. К настоящему времени, как показал анализ литературы,  аэробные и 
анаэробные деградирующие ПГА бактерии выделены из различных экосистем, 
такие как почва, компост, аэробный и анаэробный ил сточных вод, пресная и 
морская вода, осадки эстуариев, и воздух [32, 37, 53]. 
Способностью разрушать ПГА обладают грибы. ПГА-разрушающие 
грибы выделены из таких биологических сред, как почва и компост, а также из 
пресной и морской воды, илов.  В работе [39] микромицеты, способные 
деградировать ПЗГБ, выделены из 15 различных природных источников и, 
главным образом, были представлены несовершенными грибами 
(Deuteromycetes). Среди деструкторов ПГА идентифицировано 95 видов 
микромицетов, в том числе: Ascomycetes (18), Basidiomycetes (46), 
Deuteromycetes (26), Mastigiomycetes (1) и Myxomycetes (2), Zygomycetes (2). В 
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серии работ последних лет исследован вклад грибов в микробную деградацию 
ПГА в почве. В результате скрининга штаммов-деструкторов П3ГБ 
установлено, что среди изученных штаммов грибов, относящихся к родам 
Penicillium, Absida, Gilbertella, Mucor, Rhizopus, более 70 % способно 
утилизировать П3ГБ [7]. В ходе исследования биодеградации пленок из П3ГБ в 
почве отмечено существенное увеличение численности грибной популяции на 
поверхности пленок, приводящее к доминированию грибов Fusarium 
oxysporium, Paecilomyces lilacinus и Paecilomyces farinosus. Выявлена 
преобладающая роль грибов рода Aspergillus в биодеградации ПГА [50] и 
показано, что Aspergillus sp. Более активно участвует в деструкции 
гомополимера по сравнению с сополимером П3ГБ/3ГВ [5]. 
Как известно, большинство ПГА-деструкторов являются мезофильными 
микроорганизмами, и только небольшое количество термофильных видов 
способно к деградации при повышенных температурах. При этом выделение 
термофильных микроорганизмов, способных разрушать ПГА – важнейшее 
условие для развития технологии высокотемпературного компостирования, 
являющейся одним из ключевых направлений при утилизации биоразрушаемых 
полимеров. В работах [45, 57]  исследована деградация П3ГБ при высоких 
температурах бактериями Leptothrix sp., Paecilomyces lilacinus. Новый 
термофильный микроорганизм, принадлежащий к роду Streptomyces, 
способный деградировать П3ГБ, выделен из почвы [17]. П3ГБ в виде пленок и 
порошка полностью разрушался этим организмом менее чем за 10 суток при 
50°С. 
Открытие способности микроорганизмов к синтезу гетерополимерных 
ПГА стало сильным импульсом для расширения исследований данных 
биополимеров. Было обнаружено, что присутствие 3-гидроксивалерата в 
сополимерных ПГА существенно влияет на характеристики полимера, снижая 
температуру плавления и кристалличность, делая его по сравнению с поли-3-
гидроксибутиратом более эластичным, упругим и удобным для переработки. 
Изменение соотношения мономеров в ПГА сопровождается существенными 
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изменениями термомеханических и волоконных свойств материала. После 
этого поиск микроорганизмов, способных синтезировать гетерополимерные 
ПГА, был широко развернут во многих странах. Достаточно быстро было 
установлено, что ряд микроорганизмов в определенных условиях роста помимо 
гомогенного поли-3-гидроксибутирата способен синтезировать различные 
ПГА, содержащие в качестве мономерных единиц сополимеры П3ГБ и других 
гидроксипроизводных углеводородных кислот. К настоящему моменту описано 
свыше 150 различных ПГА, однако реально получаемые и исследуемые 
полимеры этого класса – это гомогенный поли-3-гидроксибутират и 
сополимеры 3-гидроксибутирата и 3-гидроксивалерата (П3ГБ/3ГВ), 3-
гидроксибутирата и 3-гидроксигексаноата (3ГБ/3ГГ), 3-гидроксибутирата и 3-
гидроксиоктаноата (П3ГБ/3ГО) [5]. 
1.3. Азотные удобрения и их депонирование в полимерную основу 
 
Азотные удобрения — органические и неорганические азотосодержащие 
вещества, которые вносят в почву для повышения урожайности. 
Подразделяются на органические удобрения (навоз, торф, компост), 
содержащие, кроме азота, и другие элементы минерального питания растений. 
К минеральным азотным удобрениям относят амидные, аммиачные и 
нитратные.  
Амидные удобрения — мочевина (карбамид), цианамид кальция, 
мочевино-формальдегидные амидные удобрения. Наиболее ценна мочевина. В 
почве она легко переходит в карбонат аммония; вначале несколько 
подщелачивает, а затем слабо подкисляет почву. Цианамид кальция обладает 
свойством снижать кислотность почвы. Эффективен на рыхлых, богатых 
органическими веществами нейтральных почвах, если удобряют им осенью. 
Непригоден для местного внесения. Мочевино-формальдегидные удобрения не 
вымываются из почвы; они особенно эффективны в районах избыточного 
увлажнения и поливного земледелия. Можно применять высокие дозы этих 
удобрений, обеспечив растения азотом на несколько лет.  
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К аммиачным удобрениям относятся: хлористый аммоний, сульфат 
аммония, бикарбонат аммония, жидкие аммиачные удобрения. Сульфат 
аммония и хлористый аммоний наиболее эффективны на почвах, насыщенных 
основаниями (чернозёмы, карбонатные серозёмы, каштановые), которые 
обладают способностью нейтрализовать подкисляющее действие этих 
удобрений. Систематическое удобрение сульфатом аммония и хлористым 
аммонием кислых почв вызывает повышение кислотности; этот недостаток 
может быть устранён известкованием. Бикарбонат аммония, производство 
которого пока ограничено объёмом экспериментальных исследований, обладает 
щелочной реакцией, но в почве подвергается нитрификации. Среди аммиачных 
форм большое значение имеют жидкие удобрения — жидкий безводный 
аммиак, водный аммиак, аммиакаты. 
Нитратные удобрения — натриевая селитра (нитрат натрия, 
азотнокислый натрий, чилийская селитра), кальциевая селитра (нитрат кальция, 
азотнокислый кальций, известковая селитра, норвежская селитра), калийная 
селитра (нитрат калия, азотнокислый калий). Натриевая селитра — удобрение 
физиологически щелочное, поэтому лучше применять его на кислых почвах, 
особенно под сахарную свёклу, пшеницу, ячмень и др. чувствительные к 
почвенной кислотности культуры. Кальциевую селитру выпускают в 
гранулированном виде, обычно с примесью аммиачной селитры; она также 
подщелачивает почву. Калийная селитра, кроме азота, содержит калий и 
является источником азотно-калийного питания растений. Вносят её под 
чувствительные к хлору культуры. Все нитратные формы азота не поглощаются 
почвой. В районах избыточного увлажнения на лёгких почвах со слабой 
водоудерживающей способностью нитратные удобрения вымываются, поэтому 
в качестве основного удобрения здесь целесообразно применять аммиачные. 
Азотные удобрения представляют собой белый или желтоватый 
кристаллический порошок (кроме цианамида калия и жидких удобрений), 
хорошо растворимы в воде, не поглощаются или слабо поглощаются почвой 
[6]. 
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Из-за высокой подвижности и накопления в культурных растениях, 
азотные удобрения (особенно нитриты и нитраты) очень опасны для человека. 
Ситуация усугубляется еще и тем, что, согласно расчетам, не менее трети 
попадающих на поля удобрений смывается талыми и дождевыми водами в 
водоемы и водотоки, где они вызывают процессы эвтрофикации, т.е. 
переобогащения их питательными веществами, которые ассимилируются 
водными растениями, ухудшая качество водной среды. 
Для уменьшения потерь удобрений и сведения к минимуму загрязнения 
окружающей среды разрабатываются новые подходы инкапсулирования 
удобрений в полимерную основу. 
Новейшим направлением исследований в области создания новых 
экологически безопасных препаратов является конструирование форм с 
использованием специальных покрытий или основы из биоразрушаемых 
материалов. Использование техники инкапсулирования применительно к 
пестицидам начато сравнительно недавно. В последние годы стали появляться 
работы по получению новых форм гербицидов, инкапсулированных или 
депонированных в полимерные материалы [64]. Эти исследования весьма 
немногочисленны. Например, показана принципиальная возможность 
использования полимера этилцеллюлозы для депонирования гербицидов 
алахлора и норфлуазона [55]. Описана техника получения полимерных 
микросфер из этилцеллюлозы с инкапсулированным алахлором. Авторы 
показали, что в зависимости от исходного содержания алахлора в полимерной 
форме, возможно регулирование скорости оттока активного начала и 
контролирование роста сорняков.  
Описано получение микросфер методом испарения растворителя с 
включением в основу из этилцеллюлозы пестицида норфуазона; показана 
эффективность включения препарата и изучена динамика выхода. Скорость 
выхода препарата из микросфер разного диаметра отличалась и в целом была 
ниже, чем у не инкапсулированного препарата [47]. Описано приготовление 
микросфер из водного раствора пестицида монокротофоса с использованием 
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матрикса из полиуретана [54]. Сферы имели диаметр 4-17 мм. В водной среде 
выход препарата из формы реализовался от нескольких часов до недель 
практически с постоянной скоростью. В работе [36] представлены результаты 
эксперимента успешного инкапсулирования пестицидов (Azadirachta indica A. 
Juss.) с использованием альгината натрия, сшитого глютаровым альдегидом для 
контролируемого выхода препаратов. Результаты показали, что скорость 
выхода пестицидов снижалась при использовании сшивающего агента. В 
крупномасштабных условиях исследована скорость разрушения полимерного 
мата и высвобождения пестицидов (атразина, тербутрина и фенамифоса) при 
аэрации испытательной колонны кислородом [46]. Результаты эксперимента 
показали влияние аэрации на процесс и принципиальную пригодность системы 
с полимером для контролируемой доставки пестицидов. 
Описаны немногочисленные примеры инкапсулирования удобрений в 
основу из биоразрушаемых полиэфиров [11, 63] и покрытия удобрения 
полимером, т.е. создание полимерных конструкций со структурой 
ядро / оболочка [34]. Для этих целей изучены полимерные носители, такие как 
полисульфон [34], поливинилхлорид [28], полистирол [29]; композиты 
крахмала и поливинилового спирта [40]. 
Разработаны новые формы удобрений на основе композита 
крахмал / поливиниловый спирт [28]. Гранулированное удобрение с 
содержанием формальдегида было покрыто полимерной пленкой. Установлено, 
что соотношение смешивания крахмала с поливиниловым спиртом и 
содержание формальдегида влияет на свойства пленки. Полимерная 
конструкция (крахмал: поливиниловый спирт = 7:3; содержание формальдегида 
10% от общей массы) была исследована с помощью атомно-силовой 
микроскопии. Результаты показали, что поверхность пленок стала ровной и 
гладкой за счет реакции полимеризации с применением формальдегида. 
В серии работ [34, 60] проведена оценка выхода инкапсулированного 
удобрения в воду. Удобрение, исследованное в эксперименте – Нитроаммофоск 
6-20-30. В качестве матриксов были использованы полимеры полисулфон, 
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этилцеллюлоза и полиакрилонитрил.  Полимерные конструкции с включением 
препарата готовили следующим образом: гранулы удобрений постепенно 
опускали в полимерный раствор, где они покрывались тонким полимерным 
слоем; затем их опускали в осадительную ванну, где осадитель-растворитель 
продолжал процесс формирования полимерных покрытий. Рассмотрено 
влияние концентрации полимера в растворе  на физические свойства 
полимерных покрытий. Выявлено, что структура полимерного покрытия 
контролирует диффузию элементов из внутренней части гранул удобрений. 
Экспериментально подтверждено, что использование таких полимерных 
покрытий снижает растворимость и скорость выхода компонентов данного 
удобрения. Кроме того, скорость выхода питательных веществ из гранул с 
полимерным покрытием уменьшается с уменьшением пористости покрытия. 
Самый низкий выход удобрения наблюдался в случае покрытия гранул 
полисулфоном, так как пористость покрытий была минимальная. Скорость 
выхода активных компонентов удобрения, покрытого этилцеллюлозой была 
максимальной. Следовательно, скорость выхода удобрения может 
контролироваться с помощью использования различных типов полимерных 
покрытий гранулированных удобрений. 
Для улучшения свойства покрытий, гранулы удобрений, покрытые 
полисулфоном, были опрысканы полимерным раствором [59]. Концентрация 
полимера в растворах, используемых для опрыскивания, составляет около 13-
17% от общей массы. Были проведены измерения толщины и пористости 
полимерного покрытия. Было отмечено, что пористость и толщина в 
дополнительных полимерных слоях уменьшена приблизительно на 30% по 
сравнению с исходным покрытием. Однако эксперименты показали, что 
вышеупомянутые параметры не зависят от концентрации полисулфона в 
растворе, используемого при опрыскивании. При комнатной температуре был 
изучен выход питательных веществ в зависимости от времени. Было отмечено, 
что применение такого метода подготовки полимерных покрытий привело к 
сокращению темпа выхода питательных веществ из покрытых полимером 
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гранул. Более того, увеличение количества распыляемых полимерных слоев 
привело к снижению выхода каждого макроэлемента примерно на 25%. 
Уменьшение скорости выхода удобрения было связано с более компактной 
структурой и более низкой пористостью наносимого полимерного покрытия.  
На примере удобрения железного купороса, покрытого полимером этилен 
винил ацетатом, исследован выход препарата в почву [10]. Предварительно из 
удобрения были изготовлены микрокапсулы, которые затем погружали в 
раствор полимера и высушивали при комнатной температуре. Данную 
обработку повторяли до тех пор, пока процентное содержание полимерного 
покрытия не достигло 10% от общей массы.  Выход ионов железа в почву 
проходил медленно и через 168 часов составил около 90%. Полимерное 
покрытие намного уменьшило выход ионов железа из микрокапсул. За 48 часов 
выход активного вещества из полимерных конструкций составил 58%, когда 
как из микрокапсул без полимерного покрытия – 80%. 
В работе [40] описаны двухслойные полимерные  конструкции нового 
типа для депонирования удобрений. Ядром служили удобрения, содержащие 
мочевину, которые покрывали двумя полимерными слоями: наружным – 
поли(акриловой кислотой), содержащей мочевину, и внутренним – 
полистиролом. Авторы изучили выход препарата в водной и почвенной средах 
и установили, что в почве выход мочевины из полимерных конструкций 
происходит с более низкими скоростями. Однако в водной среде скорость 
выхода препарата усиливается. Установлено существенное влияние 
процентного содержания полистирола, температуры и  гигроскопичности на 
выход азота, а именно, чем выше температура среды, тем выше скорость 
выхода питательных элементов удобрения. Эти данные подтверждаются в 
аналогичных исследованиях [47, 64], где изучен выход удобрений с функцией 
удержания воды, из двухслойных и трехслойных полимерных конструкций. 
Двухслойная конструкция в виде гранулированных форм имела структуру 
ядро/оболочка. В качестве ядра использовали удобрения формальдегид 
мочевины и полифосфат калия, которые покрывали полимером поли(акриловая 
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кислота-со-акриламид) / каолин(P(AA-со-AM) / каолин) суперабсорбентом. Во 
внутренний слой трехслойной структуры помещали такие же гранулированные 
водорастворимые удобрения. В качестве второго слоя (внутреннего покрытия) 
использовали хитозан. Снаружи форму покрывали полимером поли(акриловая 
кислота-CO-акриламид)(P(AA-со-AM)) суперабсорбентом в одном случае и 
поли(акриловая кислота) / диатомит, содержащий мочевину, в другом. 
Результаты исследований показывают, что продукты характеризуются хорошо 
контролируемым выходом препарата, прекрасными возможностями удержания 
воды, которые могли бы эффективно улучшить использование удобрений и 
водных ресурсов одновременно, имеют способность разлагаться в почве, 
являясь экологически чистыми для окружающей среды, и могут оказаться 
полезным в сельском хозяйстве и садоводстве. 
В работе [63] изучена способность к биодеградации полимерных 
матриксов с депонированным бактериальным удобрением. Бактериальное 
удобрение инкапсулировали в матрикс из полибутилен сукцината и композита 
полибутилен сукцината / крахмала. Полимерные формы погружали в 
стерильный соленый раствор (при температуре 37С) и изучали выход 
препарата. Как оказалось, выход проходил с высокой скоростью, при этом 
скорость биодеградации полимерного матрикса из композита была также 
высокой. Так через 180 дней образцы разрушились более чем на 48 %. 
Увеличение количества крахмала в полимерном матриксе увеличивала скорость 
биодеградации. Эксперимент подтвердил возможное использование данных 
полимерных материалов в качестве матрикса для бактериальных удобрений. 
Эти примеры свидетельствуют о целесообразности развития данного 
направления исследований с целью разработки новых форм препаратов 
пролонгированного действия, применение которых ориентировано на адресную 
доставку действующего вещества, постепенное и  длительное его 
высвобождения, что в целом позволит снизить объемы использования 
химических веществ, и будет препятствовать их неконтролируемому 
распространению в биосфере. 
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Ключевым моментом для создания препаратов такого типа является 
наличие материала, используемого в качестве матрикса, обладающего 
специальными свойствами, среди которых обязательными являются 
биоразрушаемость, безопасность для живой природы,  длительная (недели и 
месяцы) сохраняемость в природной среде, контролируемая деструкция с 
образованием нетоксичных продуктов, возможность переработки доступными 
способами, совместимость с депонируемыми препаратами.  
 
1.4 Использование полимерной основы из ПГА для депонирования 
сельскохозяйственных препаратов. 
 
Известны немногочисленные примеры депонирования удобрений в 
платформы из разрушаемых материалов:  крахмала с поли-L-лактидом  [19]; 
клейковины и KCl [26], полимерных гидрогелей на основе поливинилового 
спирта, хитозана и их смесей, сшитых глутаровым альдегидом [33];  
акриламида/итаконовой кислоты  [51];  хитозана, а также  применение 
разрушаемых покрытий для гранулированных удобрений  по принципу 
«ядро/оболочка» с применением воска, полиуретана, полисульфона, 
полиакриламида, лигнина, целлюлозы и ее производных, крахмала [19, 34] и др. 
В настоящее время главным сдерживающим фактором применения удобрений с 
замедленным высвобождением активного начала является цена. Например, 
цена мочевины с полимерным покрытием она  в 4-8 раз выше, чем у обычной 
формы этого удобрения мочевины [38], прежде всего за счет стоимости самого 
покрытия. Таким образом, поиск материалов и отработка технологий  создания 
пролонгированных удобрений долговременного действия – актуальная задача 
современной биотехнологии. 
Среди материалов, используемых для создания сельскохозяйственных 
препаратов с контролируемым выходом, можно рассматривать 
полигидроксиалканоаты. Эти полимеры не подвержены быстрому химическому 
гидролизу и разрушаются в результате истинной биологической деградации, 
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поэтому их полная резорбция в биологических, в том числе природных средах, 
исчисляется месяцами, что очень важно для создания препаратов 
долговременного действия [56, 62]. 
В литературе встречаются немногочисленные данные об использование 
ПГА в качестве основы для депонирования сельскохозяйственных препаратов.  
В работе [52] проведены эксперименты по изучению биодеградации ПГБ 
в виде пленок с нагруженными фунгицидами Сумилекс (действующее вещество 
дициклидин) и Ронилан (действующее вещество винклозолин). Образцы 
помещали в садово-огородную почву с патогенными грибами  Botrytis cinerea. 
Установлено, что после 4 недель, потеря массы образцов составила 92-96% от 
исходной массы. Количество патогенных грибов в почве заметно сократилось, 
однако количество грибов-деструкторов ПГБ практически не изменилось.  
На примере инсектецидов α-гексахлорциклогексана (ГХЦГ) и линдана 
(гамма-изомер ГХЦГ) изучена возможность использования сополимера 
гидроксибутирата и гидроксивлерата (ПГБ/ПГВ) в качестве основы для 
депонирования пестицидов c целью адресного и контролируемого выхода 
препаратов в почву [6]. В ходе исследования  процесса деградации полимера 
отмечено, что присутствие ПГБ/ПГВ в почве (дополнительный субстрат) 
активизировало деятельность микроорганизмов, поэтому наблюдалась активная 
деструкция полимерного матрикса. Выход  пестицидов в среду, включенных в 
резорбируемый  полимерный матрикс из ПГА, происходит постепенно на фоне 
разрушения полимера почвенной микрофлорой с низкими скоростями и без 
резких выбросов. 
Возможность создания долговременных препаратов для защиты 
культурных растений с использованием ПГА находится в начальной стадии 
исследований. Работами нашего коллектива получены долговременные формы 
пестицидов (α-гексахлорциклогексана и линдана), включенные в разрушаемую 
основу из сополимера поли-3-гидроксибутирата с 3-гидроксивалератом 
(П3ГБ/3ГВ), и показано, что выход препаратов в почву происходит постепенно 
на фоне разрушения полимера микрофлорой [2, 3]. В работе [48]  описаны 
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долговременные формы гербицида Зеллек-супер, депонированного в 
П3ГБ/3ГВ, и показана эффективность применения для подавления роста 
травянистого растения Agrostis stolonifera L. Изученные закономерности 
биоразрушения ПГА в природных почвенных экосистемах и доказанное 
медленное течение процесса [9] позволяют приступить к исследованию 
возможности применения этих полимеров для конструирования 
долговременных форм удобрений нового поколения.  
Следовательно, применение ПГА для депонирования химических 
препаратов сельскохозяйственного назначения является перспективным 
объектом для исследований. 
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Глава 2 ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
2.1 Общий план эксперимента 
 
Эксперимент проводили в лабораторных условиях, в почвенных 
микроэкосистемах. Для этого почву засыпали в пластиковые контейнеры 
объемом 250 мм2 (масса почвы в контейнере 200 г). Почва полевая 
(Красноярский край, пос. Минино) – это агрочернозем криогенно-мицелярный, 
который характеризуется высоким содержанием гумуса в слое 0-20 см (7,9-
9,6%), слабощелочной реакцией среды (рН 7,1-7,8), высокой суммой обменных 
оснований (40,0-45,2 м-экв/100 г). Содержание нитратного азота N-NO3 – 6 
мг/кг, а Р2О5 – 6 и К2О – 22 мг/100 г почвы (по Мачигину). 
В контейнеры с почвой помещали депонированное удобрение (аммиачная 
селитра, NH4NO3 и карбамид (NH2)2CO). Изготовление различных форм 
депонированных удобрений проводили в Лаборатории хемоавтотрофного 
биосинтеза Института биофизики СО РАН. Депонирование удобрений в 
полимерные пленки проводили методом полива раствора П3ГБ в дихлорметане 
в металлические формы с тефлоновым покрытием с последующим испарением 
растворителя высушиванием в беспылевом боксе в течение 3 суток. 
Предварительно получали раствор П3ГБ, в который добавляли порошок 
карбамида в различной концентрации (10, 20 и 30 % от веса полимера). Из 
полученных пленок высекали квадраты 55 мм, которые использовали в 
экспериментах. Объемные формы получали путем смешивания 
порошкообразного полимера с порошком карбамида или аммиачной селитры; 
далее из смеси порошков изготавливали формы (диаметр 5-10 мм, высота 2-3 
мм) техникой прямого холодного прессования под давлением 100 кгс/см2 с 
использованием автоматического пресса Carver 3887/4387 (США). 
Гранулированные формы удобрения (диаметр 2 мм; масса одной гранулы 8,2 
мг) покрывали раствором поли-3-гидроксибутирата в дихлорметане 
(концентрация раствора 6 %), для фиксации полимерной оболочки гранулы 
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опускали в осадительную ванну с гексаном, далее высушивали при комнатной 
температуре. 
В первой части работы  анализировали исходный микробоценоз почвы и 
его изменения под действием различных форм карбамида. В контрольном 
варианте (положительный контроль) в контейнер вносили гранулированный 
карбамид – коммерческий препарат без полимерного покрытия; отрицательным 
контролем служила почва без внесения удобрения.  
Экспериментальные формы карбамида включали пленки 5×5 мм, 
объемные прессованные формы диаметром 5 мм и гранулы диаметром 2 мм, 
покрытые оболочкой из П(3ГБ). 
Во второй части работы депонированное удобрение (аммиачная селитра) 
вносили в виде прессованных таблетированных форм диаметром 10 мм, 
толщиной 3 мм и массой 120 мг. Масса удобрения в образце составляла 30 мг, 
масса основы – 90 мг. В качестве основы для депонирования использовали 
поли-3-гидроксибутират (П3ГБ) и его смеси с поликапролактоном (ПКЛ), 
полиэтиленгликолем (ПЭГ) и опилками в разном соотношении (табл. 1). Во 
втором эксперименте прессованные формы дополнительно были покрыты 
оболочкой из П3ГБ. Длительность экспериментов составляла 35 и 88 суток. 
В третьей части работы исследования также проводили в лабораторных 
условиях, но с участием растений пшеницы. Пластиковые контейнеры 
заполняли полевой почвой, в которую вносили образцы препаратов 
депонированной аммиачной селитры одновременно с посевом семян тестовых 
растений. Растения выращивали в климат камере Conviron A1000 (Канада) при 
стабилизации режимов среды: освещенность 100-300 мкмоль/м2/с при 
температуре 18-28 °С, влажности 65% в течение 30 суток. Пшеницу засевали из 
расчета 100,45 г семян на 1 м2. 
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Таблица 1 – Типы полимерной основы, используемой для депонирования 
удобрения 
 Варианты (мг) 
Опыт I, 
30 суток 
П3ГБ 
пленки 
П3ГБ 
прессованные 
формы 
П3ГБ 
покрытие 
  
Опыт II, 
35 суток 
П3ГБ 
(90) 
П3ГБ (45) + 
ПЭГ (45) 1:1 
П3ГБ (45) + 
ПКЛ (45) 1:1 
П3ГБ (45) + 
опилки (45) 1:1 
 
Опыт III, 
88 суток 
П3ГБ 
(90) 
П3ГБ (67) + 
ПКЛ (23) 2:1 
П3ГБ (45) + 
ПКЛ (45) 1:1 
П3ГБ (67) + 
опилки (23) 2:1 
П3ГБ (45) + 
опилки (45) 1:1 
Опыт IV, 
60 суток 
 
П3ГБ 
(150) 
П3ГБ (150) 
прессованные 
формы + 
покрытие 
П3ГБ + 
опилки + 
покрытие 
  
 
2.2 Методы микробиологического анализа почвы 
 
Объектом исследования служила микрофлора почвы, в которую были 
внесены депонированные формы азотного удобрения. Отбор образцов почвы 
проводили перед внесением удобрений и по окончании эксперимента. 
Прессованные формы асептически извлекали из чехлов и делали смывы почвы 
с поверхности (рис. 3). В экспериментах с растениями пшеницы анализировали 
ризосферную почву. 
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Рисунок 3 – Чехлы с образцами депонированных удобрений после 
экспозиции в почве 
 
Общую численность представителей микрофлоры определяли 
стандартными микробиологическими методами на плотных питательных 
средах [8].  
Количество копиотрофных бактерий определяли на рыбо-пептонном 
агаре, культивировали при температуре 30ºС. В работе использовали 
почвенные разведения 105 – 107. Учет результатов проводили на 5-7-е сутки 
культивирования. 
Для количественного определения численности прототрофных бактерий 
использовали крахмало-аммиачную среду следующего состава (г/л): 
растворимый крахмал – 10.0; (NH4)2SO4 – 2.0; K2HPO4 – 1.0; MgSO4 ∙ 7H2O – 
1.0; NaCl – 1.0; CaCO3 – 3.0; агар – 15.0; вода водопроводная. Культивировали 
при температуре 25 Сº. В работе использовали почвенные разведения 105 – 107. 
Учет результатов проводили на 7-10-е сутки культивирования.  
Для количественного определения численности олиготрофных бактерий 
использовали почвенный агар: 500 г плодородной почвы заливали 1,5 л 
водопроводной воды и автоклавировали 30 мин. при 1 атм. Полученный 
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экстракт фильтровали через бумажный фильтр, добавляли к горячему 
фильтрату 0.5 г CaCO3, тщательно перемешивали и через 5-7 мин. фильтровали 
вновь. К экстракту добавляли 0,2 г K2HPO4 и доводили объем до 1 л, pH 
устанавливали 6,8-7,0. Среду стерилизовали при 1 атм. 30 мин. Культивировали 
олиготрофных бактерий при температуре 28-30 ºС. В работе использовали 
почвенные разведения 105 – 107. Учет результатов проводили на 5-7-е сутки 
культивирования.  
Для количественного определения численности аэробных 
азотфиксирующих бактерий использовали среду Эшби следующего состава 
(г/л): маннит – 20.0; K2HPO4 – 0.2; MgSO4 ∙ 7H2O – 0.2; NaCl – 0.2; K2SO4 – 0.1; 
CaCO3 – 5.0; вода водопроводная. Культивировали при температуре 30 ºС. 
Эксперименты проводили в 3-х кратной повторности. Выделение 
доминантных микроорганизмов и их идентификацию проводили на основании 
культуральных, морфологических признаков и стандартных биохимических 
тестов. Статистическую обработку результатов проводили с использованием 
пакета программ Microsoft Excel 2007. 
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Глава 3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
3.1 Микробиологический анализ полевой почвы 
 
Анализ исходных образцов полевой почвы показал следующее: 
количество копиотрофных бактерий составляло 16,3±5,1 млн. КОЕ в 1 г, что в 
1,5 и 11,7 раза ниже, чем прототрофных и олиготрофных соответственно (табл. 
2); в то же время численность азотфиксаторов была высокая (26,1±4,7 млн. КОЕ 
в 1 г). Для исследуемых образцов характерны высокие значения коэффициентов 
минерализации и олиготрофности, что служит показателями зрелости почвы и 
низкого содержания доступных форм азота. Для такой почвы целесообразно 
внесение азотных удобрений. 
 
Таблица 2 – Микробиологическая характеристика исходной почвы 
Группы 
микроорганизмов 
Численность микроорганизмов,  
млн. КОЕ в 1 г 
 
Копиотрофы 16,3±5,1 
Прототрофы 24,7±7,1 
Олиготрофы 190,9±70,7 
Азотфиксаторы 26,1±4,7 
Коэффициент минерализации 1,52 
Коэффициент олиготрофности 11,74 
 
Исследование таксономического состава почвенной микрофлоры 
показало, что доминирующими были актинобактерии (24 %, в том числе 19 % - 
Streptomyces), представители родов Arthrobacter (18 %) и Corynebacterium 
(12 %); среди грамотрицательных палочек доминировали Pseudoxanthomonas 
(12 %) (рис. 4). Доля бактерий Azotobacter составляла 9,8 %, доля других 
бактерий была менее 5 % от общей численности идентифицированных родов. 
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Рисунок 4 - Таксономический состав микроорганизмов полевой почвы 
 
3.2 Микрофлора почвы при использовании традиционных и 
депонированных форм карбамида 
 
При анализе численности копиотрофных бактерий высокие значения 
наблюдали в варианте, где карбамид был депонирован в пленки. Аналогично и 
в других опытных вариантах с депонированным карбамидом наблюдали 
увеличение роста бактерий на порядок по сравнению с контролем (рис. 5). 
Численность прототрофов во всех опытных вариантах была выше, чем в 
контроле. Внесение карбамида, депонированного в пленки, как и в предыдущем 
случае стимулировало рост прототрофных микроорганизмов, их численность 
составила 65,5±10,4 КОЕ в 1 г воздушно-сухой почвы (рис. 6). Это 
свидетельствует об увеличении в почве доступных минеральных форм азота. 
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Рисунок 5 – Общая численность копиотрофных бактерий при внесении 
карбамида в почву 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В - П3ГБ пленки; Г - П3ГБ прессованные 
формы; Д - П3ГБ покрытие  
 
 
Рисунок 6 – Общая численность прототрофных бактерий при внесении 
карбамида в почву 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В - П3ГБ пленки; Г - П3ГБ прессованные 
формы; Д - П3ГБ покрытие  
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Численность олиготрофных бактерий (рис. 7) и аэробных азотфиксаторов 
(рис. 8) в большинстве вариантов опыта достоверно не отличалась от контроля. 
 
 
Рисунок 7 – Общая численность олиготрофных бактерий при внесении 
карбамида в почву 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В - П3ГБ пленки; Г - П3ГБ прессованные 
формы; Д - П3ГБ покрытие  
 
 
Рисунок 8 – Общая численность аэробных азотфиксирующих бактерий 
при внесении карбамида в почву 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В - П3ГБ пленки; Г - П3ГБ прессованные 
формы; Д - П3ГБ покрытие 
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Внесение гранул коммерческого препарат карбамида (положительный 
контроль) увеличило количество доступного азота в почве и стимулировало 
развитие всех групп органотрофных бактерий; количество азотфиксаторов при 
этом уменьшилось (рис. 8).  
Депонированные формы карбамида и гранулы с полимерным покрытием 
являются дополнительными источниками не только азота, но и 
углеродсодержащих соединений, который становится доступным и 
привлекательным субстратом в результате гидролиза П3ГБ микроорганизмами-
деструкторами. Внесение в почву депонированных форм карбамида 
увеличивало численность копиотрофов в 7-11 раз, а азотфиксаторов – в 1,9-2,4 
раза по сравнению с исходной почвой и уменьшало в 2-2,5 раза количество 
олиготрофных бактерий. Коэффициенты минерализации снизились до 0,24-0,37 
и олиготрофности – до 0,4-0,8 (приложение А). Такие показатели указывают на 
активно протекающие процессы минерализации и наличие легкодоступного 
органического вещества в почве в результате гидролиза П3ГБ. Максимальный 
прирост численности бактерий наблюдали при внесении карбамида, 
депонированного в пленки П3ГБ. Большая площадь поверхности пленок по 
сравнению с 3D-формами обеспечивала лучший доступ субстрата к клеткам 
микроорганизмов и стимулировала их рост. 
Исследование таксономического состава микробного сообщества 
исходной почвы показало, что доминантной группой (около 80 % штаммов) 
являются представители класса Actinobacteria, в том числе – Nocardia, 
Arthrobacter, Corynebacterium, Terrabacter. Эти микроорганизмы относятся к 
автохтонной почвенной микрофлоре и могут существовать при низкой 
концентрации доступного органического вещества. Такая микрофлора, как 
правило, доминирует в зрелых сложившихся почвенных микробиоценозах.  
Через 30 суток эксперимента в контрольном варианте (отрицательный 
контроль) изменилось соотношение микроорганизмов, но в целом 
незначительно: актинобактерии доминировали, но увеличилась доля 
спорообразующих бактерий рода Bacillus и грамотрицательных палочек рода 
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Pseudomonas. При внесении в почву карбамида в свободной форме через 30 
суток микробоценоз в целом не отличался от контрольного, поскольку 
удобрение легко растворялось в почве и азот быстро усваивался 
микроорганизмами. Использование депонированных форм карбамида изменило 
соотношение таксономических групп в микробном сообществе. Увеличилась 
доля грамотрицательных палочек до 45-50%, что в 1,5-2 раза больше по 
сравнению с контрольными вариантами. Также выросла доля бактерий рода 
Streptomyces в 2-3 раза по сравнению с контролем (рис. 9). 
         
 
Рисунок 9 - Таксономический состав почвенных микроорганизмов при 
внесении карбамида в свободной и депонированной формах;  
А – исходная почва, Б – контроль без удобрений, В – карбамид коммерческий препарат, 
Г – карбамид депонирован в ПГБ-пленки, Д – карбамид депонирован в 3D-формы,  
Е – гранулы карбамида с покрытием ПГБ 
 
3.3 Микрофлора почвы при использовании традиционных и 
депонированных форм аммиачной селитры 
 
После внесения в почву образцов депонированных форм аммиачной 
селитры общее количество и соотношение эколого-трофических групп 
36 
 
микроорганизмов изменилось по сравнению с исходной почвой. В первом 
эксперименте использовали прессованные формы удобрения без покрытия. 
Эксперимент длился 35 суток, за этот период образцы депонированных 
удобрений без покрытия быстро разрушились и к концу экспозиции аммиачная 
селитра вышла полностью в почву. Незначительный рост микрофлоры, а в 
некоторых случаях и ее снижение в опытных вариантах по сравнению с 
контролем, могут быть связаны с быстрой деградацией полимерной основы 
вследствие активной минерализации под действием микроорганизмов (рис. 10). 
 
 
Рисунок 10 – Общая численность копиотрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В – П3ГБ+ПКЛ; Г – П3ГБ+ПЭГ 
 
Для усиления пролонгированного действия удобрений в почве опытные 
образцы были покрыты дополнительной оболочкой из П3ГБ. Это замедлило 
скорость распада и выход азотного удобрения начался только через 40 суток 
экспозиции. 
Анализ общей численности копиотрофных бактерий в контрольной почве 
(без удобрений) и в опытных вариантах показал, что максимальная численность 
– в 10 раз больше, чем в контрольном варианте – была отмечена при внесении 
депонированной формы аммиачной селитры в основе из П3ГБ; в варианте с 
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П3ГБ+ПКЛ общая численность бактерий увеличилась в 3 раза, а в варианте 
П3ГБ+ПЭГ – уменьшилась в 2 раза по сравнению с контролем (рис. 10).  
Во втором эксперименте с дополнительной оболочкой П3ГБ 
микробиологический анализ показал, что общая численность копиотрофных 
бактерий в опытных вариантах значительно выросла по сравнению с образцами 
контрольной почвы (рис. 11).  
 
 
Рисунок 11 – Общая численность копиотрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры с дополнительной оболочкой П3ГБ 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ+опилки (1:1); В - П3ГБ+опилки (2:1);  
Г - П3ГБ; Д – П3ГБ+ПКЛ (1:1), Е – П3ГБ+ПКЛ (2:1) 
 
С увеличением доли П3ГБ в полимерной основе количество бактерий 
также возрастало. Это свидетельствует о привлекательности П3ГБ как 
питательного субстрата для бактерий. 
Численность прототрофных бактерий во всех вариантах опыта без 
оболочки П3ГБ была ниже, чем в контрольной почве (рис. 12). Это может быть 
связано с поступлением в почву органического вещества полимерной основы и 
ростом популяции копиотрофов. 
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Во втором эксперименте численность прототрофов увеличилась во всех 
опытных вариантах, максимально – в варианте с добавлением ПКЛ в 
соотношении П3ГБ+ПКЛ как 2:1 и составила 68,6±43,5 КОЕ в 1 г воздушно-
сухой почвы (рис. 13).  
 
Рисунок 12 – Общая численность прототрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В – П3ГБ + опилки; Г – П3ГБ+ПКЛ;  
Д - П3ГБ+ПЭГ 
 
Рисунок 13 – Общая численность прототрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры с дополнительной оболочкой П3ГБ 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ+опилки (1:1); В - П3ГБ+опилки (2:1); Г - 
П3ГБ; Д – П3ГБ+ПКЛ (1:1); Е – П3ГБ+ПКЛ (2:1) 
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Максимальная численность олиготрофных бактерий была 
зарегистрирована в образцах почвы с депонированными формами удобрения в 
П3ГБ, содержащий опилки и ПКЛ, и в 60-100 раз, соответственно, превышала 
численность в контрольном варианте (рис. 14). В вариантах с чистым П3ГБ и 
П3ГБ+ПЭГ – достоверно не различалась, но также превышала аналогичный 
показатель в контроле. 
В опыте с дополнительной оболочкой П3ГБ получены следующие 
результаты: при анализе олиготрофных бактерий численность увеличилась во 
всех опытных вариантах, максимально – в варианте с добавлением ПКЛ в 
соотношении П3ГБ+ПКЛ как 2:1 и П3ГБ+опилки как 2:1(рис. 15). В этих 
вариантах количество бактерий увеличивалось на 4-5 порядка по сравнению с 
контролем. 
 
 
Рисунок 14 – Общая численность олиготрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В – П3ГБ + опилки; Г – П3ГБ+ПКЛ;  
Д - П3ГБ+ПЭГ 
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В эксперименте с внесением депонированных форм удобрений без 
оболочки во всех вариантах численность азотфиксаторов увеличивалась по 
сравнению с контролем более, чем в 10 раз (рис.16). 
Количество азотфиксаторов в опытных вариантах в большинстве случаев 
достоверно не различалось друг от друга, но во всех вариантах превышало 
численность азотфиксаторов в контрольной почве (рис. 17). Использование 
опилок в качестве добавки к П3ГБ в соотношении 1:1 в меньшей степени 
стимулировало развитие азотфиксаторов по сравнению с другими 
депонированными формами удобрения. 
 
 
Рисунок 15 - Общая численность олиготрофных бактерий при внесении 
аммиачной селитры с дополнительной оболочкой П3ГБ 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ+опилки (1:1); В - П3ГБ+опилки (2:1);  
Г - П3ГБ; Д – П3ГБ+ПКЛ (1:1), Е –П3ГБ+ПКЛ (2:1) 
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Рисунок 16 – Общая численность аэробных азотфиксирующих бактерий 
при внесении аммиачной селитры 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ; В – П3ГБ + опилки; Г – П3ГБ+ПКЛ; Д - 
П3ГБ+ПЭГ 
 
 
 
Рисунок 17 – Общая численность аэробных азотфиксирующих бактерий 
при внесении аммиачной селитры с дополнительной оболочкой П3ГБ 
А – контроль (без удобрений); Б – П3ГБ+опилки (1:1); В - П3ГБ+опилки (2:1);  Г - 
П3ГБ; Д – П3ГБ+ПКЛ (1:1), Е –П3ГБ+ПКЛ (2:1) 
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3.4 Ризосферная микрофлора при использовании традиционных и 
депонированных форм аммиачной селитры с растениями пшеницы 
 
Третий этап исследований включал растения пшеницы, семена которых 
вносили в почву вместе с образцами депонированных форм аммиачной 
селитры. Для экспериментов использовали прессованные 3D-формы удобрения, 
депонированного в основу из П3ГБ. 
Анализ общей численности копиотрофных бактерий в опытных 
вариантах с растениями показал, что высокая численность была выявлена для 
вариантов, где селитра была депонирована в П3ГБ без покрытия, а также с 
дополнительной оболочкой П3ГБ. При использовании удобрений, 
депонированных в полимерную основу, численность копиотрофов 
увеличивалась в 220 раз по сравнению с положительным контролем (рис. 18). 
 
 
Рисунок 18 – Общая численность копиотрофных бактерий в ризосфере 
пшеницы 
А – отрицательный контроль; Б – положительный контроль; В – П3ГБ; Г – П3ГБ+покрытие; 
Д – П3ГБ+опилки+покрытие 
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В ризосфере пшеницы внесение аммиачной селитры повышало 
численность прототрофной микрофлоры по сравнению с контролем во всех 
вариантах опыта. Стимулирующий эффект оказало внесение традиционной 
формы удобрения. В этом варианте численность прототрофов была 
максимальной и составила 13,3±4,8 106 КОЕ в 1 г воздушно-сухой почвы (рис. 
19). 
 
 
Рисунок 19 – Общая численность прототрофных бактерий в ризосфере 
пшеницы 
А – отрицательный контроль; Б – положительный контроль; В – П3ГБ; Г – П3ГБ+покрытие; 
Д – П3ГБ+опилки+покрытие 
 
При анализе численности олиготрофов обнаружено, что все опытные 
образцы достоверно не различались между собой (рис. 20).  Аналогичный 
эффект был отмечен при внесении в почву карбамида. 
Стимулирующее влияние на развитие аэробных азотфиксирующих 
бактерий оказала экспериментальная форма удобрений – чистый П3ГБ с 
аммиачной селитрой. В этом варианте количество бактерий увеличилось на 3-4 
порядка по сравнению с контролем (рис. 21). 
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Рисунок 20 – Общая численность олиготрофных бактерий в ризосфере 
пшеницы 
А – отрицательный контроль; Б – положительный контроль; В – П3ГБ; Г – П3ГБ+покрытие; 
Д – П3ГБ+опилки+покрытие 
 
 
 
 
Рисунок 21 – Общая численность аэробных азотфиксирующих бактерий в 
ризосфере пшеницы 
А – отрицательный контроль; Б – контроль с удобрением; В – П3ГБ; Г – П3ГБ+покрытие; Д - 
П3ГБ+опилки+покрытие 
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Исследование влияния различных форм доставки азотных удобрений на 
растения пшеницы показало стимулирующее действие удобрения во всех 
вариантах, как в свободном виде, так и в депонированном (рис. 22).  
 
 
Рисунок 22 – Растения пшеницы с депонированными формами 
аммиачной селитры. 
 
Таким образом, использование поли-3-гидроксибутирата в качестве 
основы для депонирования азотных удобрений, а также в качестве полимерного 
покрытия не оказывало ингибирующего действия на почвенную микрофлору, а 
в ряде случаев стимулировало ее развитие. Учитывая также положительное 
влияние депонированных форм удобрений на развитие растений, такие 
препараты могут быть рекомендованы для создания сельскохозяйственных 
препаратов с контролируемым выходом.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
1. Внесение карбамида в почву в виде депонированных в полимерную 
основу форм достоверно увеличивало общую численность органотрофных 
бактерий по сравнению с контрольной почвой в большинстве случаев. 
Соотношение таксономических групп в микробном сообществе при этом также 
изменилось: доля грамотрицательных палочек увеличилась в 1,5-2 раза, доля 
бактерий рода Streptomyces – в 2 -3 раза по сравнению с контрольной почвой. 
2. Использование депонированных форм аммиачной селитры без 
дополнительной оболочки из П3ГБ привело к незначительному росту 
микрофлоры, а в некоторых случаях и ее снижению в опытных вариантах по 
сравнению с контролем, что может быть связано с быстрой деградацией 
полимерной основы вследствие активной минерализации под действием 
микроорганизмов и возвращению численности эколого-трофических групп 
микроорганизмов к контрольным значениям. 
3. При использовании депонированных форм с дополнительным 
полимерным покрытием П3ГБ был зарегистрирован рост всех исследуемых 
групп микроорганизмов в образцах почвы по сравнению с контролем.  
4. Сравнительный анализ микробиоценозов ризосферы пшеницы при 
внесении аммиачной селитры, депонированной в полимерную основу П3ГБ или 
П3ГБ с добавлением опилок, не выявил каких-либо четких закономерностей 
изменения численности эколого-трофических групп микроорганизмов, но в 
большинстве случаев численность органотрофных бактерий достоверно не 
отличалась от контрольной. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 
 
Соотношение эколого-трофических групп микроорганизмов в образцах почвы 
при внесении депонированных форм азотного удобрения (карбамид) 
 
Образцы почвы 
Численность микроорганизмов, млн. КОЕ в 1 г 
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Образцы почвы через 30 суток эксперимента 
Отрицательный 
контроль* 
9,5±3,2 13,4±4,5 81,1±5,9 55,3±17,8 1,41 8,54 
Положительный 
контроль** 
18,3±2,7 30,6±11,2 110,6±18,4 38,1±12,2 1,67 6,04 
Депонировано в 
плёнках (30%) 
182,5±24,3 65,5±10,4 75,5±16,3 53,2±13,6 0,36 0,41 
Депонировано в 
3D-формах (30%) 
129,2±13,4 48,3±12,4 84,3±15,7 62,4±14,7 0,37 0,65 
Гранулы с 
полимерным 
покрытием 
115,4±21,7 27,9±8,1 92,8±23,6 49,5±11,5 0,24 0,80 
*Почва без удобрения 
**Внесён коммерческий препарат карбамида 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
 
Соотношение эколого-трофических групп микроорганизмов в образцах почвы 
при внесении депонированных форм азотного удобрения (аммиачная селитра) 
 
Образцы почвы 
Численность микроорганизмов, млн. КОЕ в 1 г 
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Отрицательный 
контроль* 
6,3±5,1 4,7±7,1 90,9±70,7 6,1±4,7 
     Образцы почвы через 35 суток эксперимента 
Положительный 
контроль** 
573,3±111,1 640±53,3 57,3±4,8 25,3±9,7 
П3ГБ (90) 
 
6500±5500 11,1±3,1 780±106,6 420±133,3 
П3ГБ (45) + ПЭГ (45) 1:1 
 
286,6±88,8 47,3±23,1 753,3±48,8 653,3±88,8 
П3ГБ (45) + ПКЛ (45) 
1:1 
1600±666,6 140±66,6 6733,3±1288,8 1040±186,6 
П3ГБ (45) + опилки (45) 
1:1 
 48,6±11,1 3266,6±622,2 840±80 
Образцы почвы через 88 суток эксперимента 
Положительный 
контроль** 
0,1±0,08  2±0,5  
П3ГБ (90) 
 
9733,3±4377,7 76,6±15,5 1566,6±395,5 2580±440 
П3ГБ (67) + ПКЛ (23) 
2:1 
4666,6±1555,5 6866,6±4355,5 68133,3±14755,5 2426,66±537,7 
П3ГБ (45) + ПКЛ (45) 
1:1 
424,4±228,8 460±66,6 400±66,6 2666,6±1022,2 
П3ГБ (67) + опилки (23) 
2:1 
1066,6±337,7 786,6±448,8 4620±1666,6 1626,6±804,4 
П3ГБ (45) + опилки (45) 
1:1 
286,6±111,1 866,6±155,5 594±154,6 26,6±15,2 
*Почва без удобрения 
**Внесено азотное удобрение - аммиачная селитра 
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ПРИЛОЖЕНИЕ В 
 
Соотношение эколого-трофических групп микроорганизмов в ризосферной 
почве пшеницы при внесении депонированных форм азотного удобрения 
(аммиачная селитра) 
 
Образцы почвы 
Численность микроорганизмов, млн. КОЕ в 1 г 
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Образцы почвы через 60 суток эксперимента 
Отрицательный 
контроль* 
13,3±8,8 2±0,2 10±1,3  
Положительный 
контроль** 
0,6±0,2 13,3±4,8 16,6±5,7 973,3±284,4 
П3ГБ 
 
133,3±88,8 1,3±0,2 7,3±1,7 2±0,3 
П3ГБ+покрытие 
 
133,3±88,8 2,6±0,8 12,6±2,2 69066,6±20888,8 
П3ГБ+опилки+ 
покрытие 
7,3±3,1 2±0,3 7,3±2,2 8±4 
*Почва без удобрения 
**Внесено азотное удобрение - аммиачная селитра 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
